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IVIoyens pour Ie contrdle de produits renfermant des protdines laitidres. 

^7) L'inventbn se rapporte d des peptides capables de 
foFrner des anticorps susceptibles de r6agir sp6cifiquement 
avec une protSine laitidre a'une esp^ce donn^e. Ces anti- 
corps et ies immuns6mms les renfermant pemnettent de 
contrdler la presence d'une telle protdine laiti^re dans des 
produits par exemple allmentalres ou cosm6tiques. 
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MOYENS FOUR LE CONTROLS DE PRODUITS RENFERMANT DES 
PROTEINES LAITIERES 

5 

L'lnven-blon a pour objet des moyens pour le 
con1:rdle de prodult:s renf erman-t des prot:6ines lalt:ldres • 

Elle se rapporte plus speclalement: & des peptides 
10 Immunogenes el: aux an-tlcorps formes cont:re ces peptides 
alnsl qu'a 1 * utilisation de ces antlcorps dans une m^thode 
lmniunologlc[ue de d&tectlon de prot&lnes laltlSres d*une 
espece anlmale donnee dans un prodult a contrdler. 

15 Par "protSlnes laltltees", on d&slgne, dans la 

description et les revendlcatlons, aussl blen les protdlnes 
de lalt, que des fractions protdlgues de lalt ou des 
dSrlvSs prot&lques de lalt, guelles que solent leur nature 
et leur orlglne ; ou les peptides dSrlvSs. II s*aglt de 

20 prot&lnes naturelles, ou obtenues par vole de synth&se, ou 
encore de protelnes recomblnantes telles que pr£par§es 
seloii les technlqpies du genie genStlque* 

Invention vlse^ notamment, la detection 
25 d ' adulterations ou de melanges de produits lal tiers 
provenant d'une espece anlmale donnee avec des lalts ou 
composants lal tiers d*autres especes. 

En matlSre par exemple de fabrication de produits 
30 lal tiers ^ dans les pays Industrialises, les usages 
vernaculalres ont peu & peu dtd codlfl€ts. Dans le but de 
garantlr au consommateur la conferral te du prodult, l*un des 
crlt&res exlges est 1' Indication de 1* espece anlmale dont 
dolt provenlr le lalt utilise pour 1* elaboration du prodult 
35 lal tier. 

SI, en Europe, I'essentiel des productions 
laltleres et fromageres provient de 1* espece bovine, les 



BNSDOCID: <FR ^2688005A1_t_> 



2688005 



2 

pays med±1:erraneens produiseni: aussl du lali: de brebis ei: 
du lalt: de chevre a des coflts tres differents du lalt de 
vache, ce dernier S1:an1: par example -trols & qua1:re fols 
molns Cher que le lalt de brebis. II en resulte des rlscpies 
5 de fraudes par coupage. 

On sal-k que certralns melanges sont: autorlses sous 
certaines condl-tions en par-tlculier d'6t:lguetage, par 
example I'addilrlon de lalt de vache, ou derlv4s, du lalt 
10 de chevre. II est done Indispensable de pouvolr contrdler 
le melange effectue. 

Par allleurs, 1' addition de prodults laltiers 
Issus de technologies separatlves peut Stre autorls6e« Ces 
15 addltlfs, jusgu*a prSsent excluslvement Issus du lalt de 
vache, sont des protelnes purlflees : caselnates, protelnes 
du lactosSrum. Leur utilisation const! tue done un autre 
type d * adulteration possible. 

20 Enfin, le marchS des prodults laltiers Svolue ; 

dLmportations de lalt de brebis ou de ohSvre ; 

mlse sur le marche de fromages mixtes (melanges de 
25 vache ou chevre dans brebis, de vache dans chevre), 

certains en provenance de pays dans lesquels les 
codifications ne sont pas clairement etablies. 

utilisation de prodults laltiers comme ingredients 
30 dans de nombreuses preparations. 

La recherche d * adulterations interspecifigues, 
accidentelles ou frauduleuses, des prodults laltiers, ou de 
maniSre generale de prodults renferraant des protelnes 
35 laiti&res, correspond done d une preoccupation majeure. 

De nombreuses methodes analytiques ont ete 
proposees pour identifier le lalt de diff^rentes especes 
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(en par-tlculler celul de vache, brebls et chSvr©) au 
i:ravers de ses composantrs et le detecter speclflquement: 
dans des prodults plus ou molns remanlSs coimne par exemple 
les frontages |. pour lesguels les proc&dSs -technologlgues de 
fabrication (tels que pasteurisation, sterilisation, 
ultrafiltration) et les processus d'afflnage amdnent vxt 
remanlement qualltatlf et guantltatlf complet du prodult. 

Actuellement, les methodes les plus senslbles et 
les plus rapides de mlse en oeuvre font appel aux 
techniques d • isoelectrof ocallsation et aux techniques 
Inuntinologlques • Cependant, ces techniques pr6sentent toutes 
des Inconvenlents : 

- senslbllltd k la protSolyse dans le cas de 
1 ' lso(61ectrof ocallsation, 1 ' Interpretation des Sleotro- 
phorSgrammes devenant compllquSe lorsque les protdlnes ont 
ete proteolysSes pulsque de nombreuses bandes parasites 
apparalssent, 

- presence de faux nSgatlfs dans le cas de 
1 ' IsoSlectrof ocallsation et des techniques Inununologlques 
utilisant comme marqueurs des protelnes seriques 
thermocoagulables , qui ne sont plus detectSes si le lalt de 
depart a subl un traltement thermlque. 

Le cholx de marqueurs caracteristiques d'une 
esp4ce a rechercher, en 1' occurence I'espSce bovine, est le 
principal probleme k rSsoudre vu la falble distance 
phylogenetlque entre les trols especes de polygastrlques 
cons Iderees ( bovine , ovine , caprine ) . 

Les travaux ef fectues par les Inventeurs dans ce 
domalne les ont conduits a constater que le cholx dans une 
proteine laltlere d'une sequence peptldlque partlculiere 
permettait de disposer par vole de synthese de prodults se 
revelant de manlere Inattendue fortement ImmunogSnes, et 
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capables en consSguence de former des Ixnmunserums 
monospeclflgues vis-a-vls des protelnes 3 rechercher. 

L'lnven-tlon a done pour but de foumlr des 
pep-tldes poss4dant des proprieties ImmunogSnes, capables de 
condulre A des immunserums el: des ant:lcorps utlllsables 
comme margueurs de protelnes lai1:ldres d*une esp4ce donnSe. 

Elle vise egalemeni: ^ foumir un proc6de de 
preparat:±on de ces immunserums el: ant:lcorps» 

invention vise en outre S foumir une mSthode 
immunologique de detection qualitative et d' evaluation 
quantitative d ' adulterations ou de melanges intersp6- 
cifiques dans les produits renfermant des protdlnes 
laitieres, cette methode permettant de rSsoudre les 
problSmes posSs Jusqu'dilors, en particuller ceux resultant 
de la proteolyse et des traitements thermiques, tout en 
maintenant les seulls de sensibilite et la raplditS de mise 
en oeuvre. 

Les peptides selon 1* invention sont caracterises 
en ce qu'ils sont capables de former des anticorps 
polyclonaux susceptibles de reconnaltre de maniere 
specif ique, en donnant lieu a une reaction du type 
antigene-anticorps^ une proteine laitiere d'une espece 
donnee. 

r.' expression "de mani6re specif ique" signifie que 
les anticorps ferment un complexe avec la proteine laitidre 
consideree, en utilisant la metbode ELISA decrite dans les 
exemples, De plus^ ils ne rSagissent pas signif icativement 
de maniSre croisee avec des sequences peptidiques de 
proteines laitieres d'autres espSces. 

Dans une disposition preferee de 1' invention^ la 
sequence en acides amines des peptides est formee par un 
fragment de la proteine laitidre reconnue par les anticorps 
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polyclonaux. Ce fragment: correspond plus sp&clalemeni: d une 
region de la sequence prlmalre de la protSlne laltldre 
d'une esp&ce donn^e oii le nombre d'acldes amln&s dl£f&rent:s 
est important par rapport a la r^lon correspondante dans 
5 les sequences prlmalres de cette meme protSlne dans 
d'autres especes. II s*aglt en particuller d'un fragment de 
5 & 20 acldes amines environ. 

Compte tenu des applications Immunologlgues 
10 envisagees pour la detection de protelnes laltleres, 
bovines, des peptides pr6feres de 1' invention sont 
constitues par des fragments de telles protelnes. 

Ces peptides correspondent avantageusement Sl un 

15 fragment de la kappa caseine bovine ou de 

casdinomacropeptlde ou de I'asi casi§ine bovine. En 
variante, 11 s*aglt de fragments da la (3 casSine. 

L' invention vise Sgalement les peptides ci-dessus 
20 dans lesguels un ou plusieurs acldes amines de leurs 
sequences sont diffSrents, substituSs^ ou dSlStSs, par 
rapport au fragment correspondant de la protdine laltidre,. 
d6s lors que ces alt&ratlons n'affectent pas la 
reconnaissance specifique avec les anticorps comma dgfini 
25 ci-dessus. 

Les peptides de 1 * invention sont aisement obtenus 
selon les techniques classlques de synthese peptidique en 
phase solide telles que celles decrites par Hanin V. These 

30 Universite de Montpellier II, 1990. La chalne peptidique 
est construite sur un support, en particuller une resine du 
type des resines acryliques. La presence de liaisons amides 
dans la composition de ces resines polyacryliques les rend 
relativement proches d'une structure proteique. On peut 

35 alors faire Jouer a la rSsine le rdle de la protelne 
porteuse en utilisant directement le complexe reslne- 
peptide comme immunog^ne, sachant que les peptides seuls 
sont trop courts pour induire une reponse immunitaire 
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appreciable. Ce1:te methodologle prSsen-be l*avan-tage de 
condulre a une configuration plus homog&ne du complexe 
peptlde-reslne par rapport a cells d'un complexe peptide- 
protSlne porteuse. 

5 

Invention vise egalement, en tant que nouveaux 
prodults, les ImxnunsSrums contenant des antlcorps capables 
de reconnaltre specif Iguement xine protSlne laltldre d'une 
espece donnee et les antlcorps correspondants • 

10 

Les Immunseruins et antlcorps polyclonaux sont 
avantageusement tels qu'obtenus, de manlSre classlgue, par 
immunisation d'animaux avec un peptide tel que deflnl cl- 
dessus dont la sequence est specif Ique d'une espece donn&e. 

15 

En sulvant les mSthodes usuelles, on admlnlstre un 
complexe peptide- support, notamment peptlde-rSslne k 
1' animal, par vole Intradermlque, 8l ralson d' environ 0,3 d 
1 mg de peptide, en Smulslon dans un adjuvant capable de 
20 stlmuler au maximum la rSponse Immunltalre, tel que 
1' adjuvant complet ou Incomplet de Freund. L' injection est 
renouvelee plusleurs fois, & intervenes de temps,, 
generalement de 15 jours S 1 mois. 

25 Les immunserums sont obtenus a partlr des 

prelevements sanguins, effectues sur les animaux immunises, 
apres elimination des hematies par coagulation et 
centrifugation. lis sont conserves dans les conditions 
habltuelles par exemple sous forme congelee ou lyophillsfee. 

30 

L' estimation du taux d' antlcorps speciflques, 
presents dans les immunserums totaux recueillis tout au 
long du progamme d* immunisation, est realisSe par exemple 
grace a une technique Immunometrique dlte "par capture 
35 d' antlcorps" , en utilisant le complexe rSslne-peptide comme 
antigene. L' apparition des antlcorps est relatlvement 
rapide a partlr de la premiere injection et leur production 
est croissants au cours du programme ' d ' immunisation jusqu'a 
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at-telndre un maxlmuni au-del& duquel elle d4cro±t. II a done 
StS possible de v&rifler que le lapln> par example, prodult 
des antlcorps 4 partir d'une sequence pepl:±dlque de 
synthase dont la taille est ±nf6rieure ou ggale d quinze 
5 rSsldus d*acldes amines. 

Les ImmunsSrums et antlcorps de 1* Invention sont 
en outre caract6ris6s en ce qu'ils donnent lieu S une 
reaction du type antigene-anticsorps aussi bien avec un 
10 peptide tel que d^fini ol-dessus, qu'aveo la protSine m^re 
renfermant la mSme sequence, mais qui prSsente une 
structure plus complexe avec des repliements dans I'espace 
de la chaxne polypeptidique, pouvant rendre les Epitopes 
concernSs inaccessibles pour les anticorps. 

15 

De manidre avantageuse, les immunsSrums et 
anticorps anti-peptides de 1 'invention, confrontSs aux 
caseines totales ainsi qu'axuc diffSrentes casSines 
individuelles constitutives bovines (respectivement a et 
20 kappa casSines) reconnaissent leurs Epitopes dans cheque 
cas. 

Dans les mSmes conditions, cette reconnaissance 
n'est pas retrouvee quand les protSines homologues ovines 
25 ou caprines sont utilisSes. 

L' invention vise en particulier des immunserxams et 
anticorps anti-asi caseine bovine et des inununsferums et 
anticorps anti-cas6ino-macropeptide bovin. 

30 

Les anticorps polyclonaux sont recuperSs ii partir 
des iiranunserums selon les techniques classiques. lis 
peuvent etre purifies par exemple par chromatographie 
d' affinity. 

35 

Les anticorps monoclonaux tels qu'obtenus en 
operant selon la technique de KShler et Milstein dans 
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Na-ture, vol 256, p. 495, 1975, fon-t 6galement; par1:±e de 
1* Invention. 

Celle-cl vise dgalemen-b tout fragment de ces 
antlcorps polyolonaux ou monoclonaiix d&s lors gu'll est 
capable d'lnteraglr speclflguement avec des Epitopes de la 
protSlne laltldre 4 d4tecter. 

Les etudes immunologlques r^allsSes avec les 
Immunsezrums et antlcorps de 1* Invention mettent en Evidence 
leur monospecific! te vls-S-vis d'une protelne laitl&re 
d'une esp^ce donnee. Elles raontrent egalement, comme 
illustre dans les examples, que leur lmmunor6actlvlt6 n'est 
pas affect6e par un traltement thermlque ou une hydrolyse 
partlelle des antlgenes. 

Ii^ Invention vise done egalement 1 * application de 
ces Immunserums et antlcorps en tant que bioreactlfs pour 
la detection in vitro d*une protSine laiti&re donnSe dans 
un produit 3 contr61er. 

Dans cette application, les antlcorps sent libres. 
En varlante, lis sent fixSs sur un support 
immunologlquement inerte. 

La methode de controle de la presence de protelnes 
laitieres dans un produit est caracterisee par 

- la mise en contact du produit a contrdler avec une 
preparation d ' immunserums ou d* antlcorps tels que definis 
cl-dessus, immobilises sur un support solide, dans des 
conditions appropriees pour la production d*un complexe du 
type antlgene-antlcorps avec la protelne laitiere, sulvie 
de 

- la mise en evidence de la formation d*un tel complexe. 

Pour reveler la reaction immunologique, on utilise 
un deuxleme antlcorps couple a ' un groupement dont 
I'activlte peut etre mesuree telle une enzyme, comme la 
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phospha1:ase alcallne, la peroxydase ou le p-galac1:osldase, 
ou un groupement fluorescent:, luminescent: ou encore 
radloactlf. 

5 Ceti-te mdt:hode de d&tectrlon permet: de rSvdler avec 

une grande senslbllltd, Jusqu'S 0,1 % (voltune/volume) une 
pro-kelne lallrl&re d*une esp&ce anlmale donnSe dans un 
&chant:±llon S con-trdler* 

10 Le degr6 de senslbllll:^ depend t:out:ef ols de 

1 'ajust:ement: des paramSt:res du dosage ( notamment: de la 
dllut:lon de I'lmmunsSrum, de la guant:lt:e de prot:elne clble 
senslblllsant le support, de la preparation des 
Schantlllons Si doser), alnsl que des performances de 

15 1 * Immuns&rum. Alnsl d'un animal & 1' autre, 1 * dLmmunsSrum 
prodult; aura une plus ou molns grande af f InltS pour ses 
Epitopes respectlfs. La mellleure senslbllltd sera attelnte 
en utlllsant des ImmunsSrums sSlectlonn6s pour leur 
afflnltd, alnsl gu'en determinant, pour chacun d*eiix, selon 

20 les techniques courantes dont dispose l*homme de l*art, la 
dilution adequate d' utilisation et la quantity d*antlgene 
utlllser pour senslblllser le support. 

L'echantillon a analyser provient d'un produit 
25 renfermant des protelnes laitiSres, II s'aglt en 
particulier d'une part de produits alimentalres^ parmi 
lesquels on distinguera les produits laitiers ou derives du 
lait^ ainsi que la charcuterie, la confiserie comme le 
nougat ou les tourons, ou encore les biscuits ou autres 
30 pS^tisseries ; d' autre part des produits et preparations 
cosm&tiques renfeonnant des protSines laitiSres. 

En vue de leur dosage, les produits laitiers sont 
au prealable soumis a une etape de d&llpidation, suivie de 
35 precipitation des caseines et d*ajustement du pH a environ 
7,4. Les lipides sont avantageusement Slimines par 
centrifugation dans le cas du lait et par extraction S 
l*aide de solvants organlques pour les fromages. 
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L* Invention vise 6galement un kit pour la 
detection in vl-br-o de la pr&sence d'tine protelne laltldre 
d*une esp^ce anlmale doiinee dans un prodult renfermant des 
5 protelnes laltleres. 

Ce kit est caraot&rls4 en ce qu'll comprend : 

- une phase sollde approprl&e servant de support 
pour le dosage, telle gu*une plague de micro- titration, 

10 avantageusement senslblllsee au prSalable avec I'antlgene 
de I'lmmunserum fourni dans le kit, 

- une preparation d ' ImmunsSrums ou d^antlcorps 
selon 1* Invention comme dgflnls cl-dessus, llbres ou 
Immobilises , 

15 - une preparation d*un deuxldme antlcorps avec un 

groupe marqueur, 

- un systdme de detection sp&clflgue du marqueur, 

des solutions tampons approprldes pour les 
reactions Immunologlgues et pour les reactions de 
20 detection. 

Le cas echeant, cette presentation comporte en 
outre des melanges laltlers servant a I'etalonnage* 

25 Pour la senslblllsatlon de la phase support 

utlllsee pour reallser le dosage, on utilise une 
concentration du marqueur immunologique (protelne purifiee 
ou peptide de synthese) permettant d'obtenlr la mellleure 
sensiblllte du dosage. 

30 

La preparation d ' immunserums ou d' antlcorps 
specif iques de la proteine laltlere a rechercher est dosee. 
Elle se. presente sous forme lyophlllsee ou sous forme 
liquide, a la dilution d* utilisation. 

35 

Avantageusement, on la stabilise en ajoutant par 
exemple des agents bactericides. 
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On rapporte dans les exemples qui suivent d'autres 
caractdristiques et avantages de 1' invention. 

lies figures 1^6 auxquelles il est fait r4f4rence 
5 reprSsentent respectivement : 

les figures 1 & 3, des courbes d'6talonnage de 
fromages et de lait de brebis adult6r4s avec du lait 
de vache dans diffSrentes conditions. 

10 

la figure 4, une oourbe d'Stalonnage de lait de vache 
en poudre additionnS de lactosSrum prSsure de vache 
atomisS, 

~ figure 5, une courbe d'Stalonnage pour la detection 

du lactosdrum prSsure de vache dans les 
apertisSs, et 

la figure 6, 1 ' immimor^activitS d'un ImmunsSrum de 
20 1' invention avec diffSrentes protSines laitiSres. 

ExemplR__l. : Peptides synthdtlques 

Deux types de peptides, synth6tis6s sur r6sine 
25 polyacrylique, sent donnas en exemple. 

* Fragment 139-152 de la kappa casSine bovine (14 
residus d'acides amines) 

30 139 

152 

Val-Glu-Ser-Thr-Val-Ala-Thr-Leu-Glu-Asp-Ser-Pro-Glu-Val— 
RESINE 

* Fragment 140-149 de I'osi oasfeine bovine (10 residus 
35 d'acides amines) 

140 149 
Gln-Glu- Leu- Ala-Tyr-Phe-Tyr-Pro-Glu- Leu — RES INE 
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Le support sollde est une rSslne polyacrylique 
constitute par un copolymSre de N-acryloylpyrrolidlne et de 
N-acryloyl-p-alanine rSticul6s par 1' ethylene bis 
acrylamlde. On utilise par exemple la rSslne commerclallsge 
sous la marque Expansiwe ou encore les rgslnes PepSyn 
K,KA,KB ou KH, telles que commerclallsees par la soddtS 
Milllpore S.A. 

Les syntheses ont 6t6 r6alis6es & partir de la 
r6s±ne sur laquelle sont fixes de fagon covalente les 
derives Rnoc ( f luorene-m^thoxy carbonyl) des acides amines 
correspbndant a la partie C-terminale de la chalne 
peptldlque & synthttiser. 

Par exampla ; 

* Ftaioc-Ala-PepSyn-KA poiur le peptide synthttlque 
correspondant k la kappa casSlne bovine. 

* F1aoc-I«u-PepSyn-KA pour le peptide synthdtique 
correspondant & I'asi oasSlne bovine. 

La chains peptldlque est alors allongte vers son 
extr6mit6 N-terminale par couplage successif des dSrlvSs 
Fmoc des differents acides amines a a J outer et 1' activation 
de ceux-ci par le HoBt ( 1-hydroxybenzotriazole) sur la 
fonction carbonyle. 

Le groupement Fmoc protege la fonction amine des 
acides amines ; les chaines latSrales sont egalement 
protegees. Les protections sont les suivantes : 

Glu > OtBu ; Tyr > tBu ; Ser— > tBu ; Asp— > OtBu ; 

Thr > tBu (tBu - Tertiobutyl) 

Les dtriv&s Fmoc des acides amines protSgSs ainsi 
que les reactifs necessaires aux diff6rentes Stapes de la 
synthase (ringages, reactifs de dSprotection. . . ) sent 
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egalement: dlsponlbles commerclalemen-t par exemple chez la 
soclSte Mllli.pore. 

Les synthases peptldlgues ont Ste rSallsSes en 
5 flux conlrlnu sur un apparell automa-blque Mlll±gen 
Pepsynt:heslzer model 9050, coiDmerclallsS par exemple par la 
socl6l:d Mllllpore. 

Chague et:ape de la synlzhese est cont:r61ee^ car un 
10 pho-bometre en sortie permet de verifier Sl la fois la 
reaction de couplage et la reaction de deprotection 
puisqu'aussi bien les derives Fmoc que le piperidyl 
dibenzofulvene, produit lors de la dfeprotection des derives 
Ftaioc, ont une intense absorption dans I'UV. L*appareil 
15 s'arr&te alors de fonctionner si le couplage est incomplet. 
Alnsi, le suivi du protocole . par I 'homme de l*art permet de 
garantir la sequence peptidique predeterminee. 

Une fois la synthese effectuSe, les diffSrentes 
20 fonctions proteotrices des acides amines sent clivdes par 
traitement au TFA (acide trif luoroacStique ) 95 % / eau 
millipore 5 puis le peptide-resine est recueilli, s&oh& 
5 minutes sous azote, 30 minutes sous-vide a la trompe Sl 
eau, puis 14 heures environ sous -vide pousse a la pompe ^ 
25 palettes. 

Le rendement de couplage ainsi que la composition 
en acides amines des preparations sont contrSles par 
analyse HPLC apr&s hydrolyse des r6sine-pep tides 48 heures 
30 a 110 '•C dans HCl 6N. 

Les rendement s de couplage obtenus sont, par 

exemple : 

* Peptide synthetique de kappa caseine bovine : 

35 0,351. 10-3 mole peptide/g de peptide-rfesine . 

* Peptide synthetique de I'asi caseine bovine : 

0,354. 10-3 mole peptide/g de peptide-resine. 
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Exemple 2 : Proc&dure d ' immunisation et preparation des 
lmniuns6rums 

5 Le complexe r^slne-peptlde Si 2 mg de peptlde/ml 

dans une solution de NaCl 0,9% est 6mulslonn6 volume & 
volume dans un adjuvant hulleux type adjuvant complet ou 
incomplet de Freimd. 0,3 a 1 mg de peptide sont alnsl 
injectes par vole Intradermlgue en points multiples Sl tin 
10 lapln. 

L* Injection est renouvel6e plusleurs fols ^ 
Intervalle de temps de 15 Jours a 1 mols. 

15 Les pr&levements sangulns sont e££ectu6s une 

dlzalne de Jours aprSs l'lnJectlon« Le sang est centrifuge 
pour Sllmlner les h&natles, puis le sSrum est r&coltd. 

Exemple 3 : Preparation des dchantlllons 

20 

Ii&IZ : Le lalt est degralsse par centrlfugatlon, puis 
les casSlnes sont preclpltees par acidification. 

Une deuxleme centrlfugatlon permet de rScup&rer un 
culot rlche en caselnes et une phase serlgue. 
25 Le culot est dissous par addition de NaOH 2N, 

dilue dans du PBS contenant 0,05% de Tween 20, puis amene a 
un pH de 7,4. Le lactoserum est neutralise de la meme fagon 
par addition de NaOH 2N jusqu'a pH 7,4. 

Des dilutions crolssantes de chague echantillon 
30 (cas&ines, lactosezum) sont alors reallsees dans du PBS- 
Tween. 

FROMAGE : 10 g de fromage sont homogenSises dans 25ml 
d'eau distillee. L' extraction des llpides est effectuee par 
35 melanges et decantations successives de cet homogenat dans 
une phase organigue (par exemple chlorof orme-methanol ) . 

La phase aqueuse est collectee et les traces de 
solvants organigues sont evaporees sous vide. L'extrait de 
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fromage alnsl d6gralsse est: 1;ral1:S e-t analys6 dans les 
mSmes condl-tlons que le lalt:. 

Exemple 4 : M^thode de detection de protSines laitldres 
5 d ' une espdce donnde selon la technique ELISA 

Le prlnclpe du dosage est: le sulvani: : 
Un support:, par exemple les cupules d'une plague 
de microt:i1:rat:±on, suscep-tlble de l±er de fagon non 

10 covalen-te les protelnes, est: senslblllsS avec l'ant;±gBne 
purl fie, done la proteine clble a rechercher dans le 
prodult: h doser (asi casSlne, kappa casSlne ou 
caselnomacropep-tlde bovln ou peptide synthetlgue 
correspondant ) • L ' dctiantlllon & doser est alors lncub& sur 

15 ce support en presence d'une quantity precise d'antlcorps 
sp^clflgues. Au cours de cette Inciibatlon, 11 y a 
competition pour les antlcorps entre les prot&lnes clbles 
adsorb&es sur le support et celles llbres dans le milieu. 

20 A I'dguillbre, les antlcorps finds par la protSlne 

clble llSe sont reviles par des antlcorps antl-IgG de lapln 
couples & une enzyme (par exemple la phosphatase alcallne, 
la peroxydase ou la p-galactosldase) , puis quantifies par 
la mesure de l^absorbance du prodult colore de la reaction 

25 de 1' enzyme sur son subs tr at. 

Le taux d*antlgene (asi caselne, kappa casSlne ou 
caselnomacropeptlde) eventuellement present dans 

1 * echantlllon d analyser est quantlflS par sa capacity 
30 d'inhlber la fixation des antlcorps sur I'antigene adsorb^ 
sur la phase solide. 

L* analyse en dilution croissante de 1 'echantlllon 
inconnu, comparativement a des echantlllons temoins, permet 
35 done de determiner la proteine etrangSre prSsente dans 
1 * echantlllon. 
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Katf^mpl*"^ ^ : Dosages & I'alde d'inmnms&rums selon 1* example 
2 

Une plague de microtitratlon (par exemple NUNC R 
5 Maxlsorb Type IX) est senslbllls&e par Incuba-tlon 12 heures 
& 37**C d'une solu-tlon protdlque d'a casdine bovine d*une 
par-t ou de kappa casSlne (ou de cas6inomacropep1:±de ou de 
pep-tide de synthese) bovine d^au-tre part, ces protelnes 
e-tant puriflees et: utrllisees a une concen1:rat:lon d' environ 
10 0,2 pg/ml. 

Les caseines a et: kappa bovines purifides soni: 
obtenues par fractrionnemeni: des caseines -totales acides 
bovines apres chromatographie d'6change d' anions sur DEAE- 
15 Trysacryl R. Le caseinomacropep-bide bovin est; extrall: de 
lactoserum presure de vache, par exemple par 
chromatographie d* exclusion. 

La plague est ensuite lavSe dans du PBS-Tween et 
20 les sites potentiels de fixation non spSclfigues de 
prot&ines sont bloguSs par incubation une heure d 37*^0 dans 
une solution de saturation Sl 0,5% de g&latlne et 3% 
d ' hydrolysats de gelatine (conunerclalises par la socl&tS 
SIGMA) dans du PBS-Tween. 

25 

Apres un deuxieme lavage de la plaque dans du PBS- 
Tween, les dilutions de 1 'echantillon a doser, pr6par6 
comme indigue dans 1' exemple 3, alnsi que I'lmmuns^rrun 
specifique dilue dans du PBS-Tween sont introduits dans les 
30 puits volume a volume. La plaque est alors incubee, soit 
quelques heures a 37 'C, soit une nuit S 4*C sous agitation. 

Cette troisieme Incubation est suivie d'un lavage 
de la plaque dans le PBS-Tween, puis d'une incubation de 2h 
35 a 37^*0, en presence d'anticorps anti-IgG de lapin marques 
par une enzyme (phosphatase alcallne ou peroxydase ou une 
autre enzyme dont le produit est un chromogene), dilues 
dans du PBS-Tween. 
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La plague est: ensui-te lavSe une demxere fols, 
puis le subs-trat: de 1* enzyme utilise es-t In-brodult; (par 
exemple para-nl-trophenyl phosphate dans le cas de la 
5 phosphatase alcallne, ortho-phSnylSne diamine ou analogrue 
pour la peroxydase). Incubation est realls&e dans les 
conditions optlmales pour l*actlvltd catalytlgue de 
1* enzyme utllls^e (pH, temps, temperature, Sclalrement • • . ) • 

10 La mesure du signal est effectuee par lecture de 

la denslte optlque de chaque pults & l^alde d'un lecteur de 
mlcroplaques, & la longueur d'onde d* absorption specif Ique 
du prodult de la reaction enzymatlgue. 

15 Pour Stalonner la reaction, on effectue sur la 

mSme plaque des essals t&nolns en utlllsant des 
echantlllons contenant par exemple 0,5 ; 1 ; 2,5 ; 10% de 
lalt de vache. 

20 • Etude de prodults laltlers adultdrSs en lalt de 

vache 

Sur les figures 1 a 3, on a represents les courbes 
d * Stalonnages de prodults laltlers adulterSs. 

25 

Le pourcentage d ' adulteration (abscisses) est 
Indlque en fonctlon de la concentration en protelnes 
totales en jig/ml. 

30 La figure 1 donne la courbe d'6talonnage relative 

a des fromages 4 pate perslllee (type roquefort) fabrlquSs 
S partlr de lalt de brebls adulter^ avec du lalt de vache 
cru, jusqu'a 3 mols d*afflnage. 

35 Les mesures effectu&es au bout de 15 Jours sont 

representees par les symboles (Oj ^ au bout de 1 mols par (n^ , 
et de 3 mols par (^ , la moyenne etant representee par (^ . 
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La figure 2 donne la courbe d ' e-talonnage du mSme 
produl-t, mals adul-ter^ avec du lalt de vache st&rlllsS. 

L'examen de ces courbes montre d'une part: que la 
pro1;dolyse qui se prodult pendant: I'afflnage n'a pas 
d* Incidence snr les mesures. De m3me, ces dernldres ne sent; 
pas a£fect:des par le trral-tement: -thermlque subl par le lalt:. 

Ces rSsult:at:s sont: corrobores par ceux obtienus 
avec un lalt: de brebls adult:ere avec du lalt: de vache cru 
ou chau£f6 une heure it 110 ""C. 

La courbe d * et:alonnage correspondante est: donnSe 
sur la figure 3. 

• Dosage de lact:osSr\un dans du lal-t de vache en 

poudre. 

On rapporte sur la figure 4 la courbe d ' 6t:alonnage 
de lalt: de vache en poudre addltlonnS de laotosSrum presure 
de vache atomise. Le pourcentage de fraude est: Indlgue en 
abscisses e-t la concentration en protelnes totales (pg/xnl) 
en ordonnees. 

La courbe (^} * correspond S la ganune A, c'est- 
a~dire a des etalons prepares a partir de lalt de vache 
ecreme atomise et de lactoserum doux presure de vache 
atomlsd, et la courbe (o) S la gamme B, c'est-^-dlre k 
des Stalons prepares a partir de lalt de vache 6cremg 
atomise et de lactoserum presure de vache atomise tralte 
thermlguement 1 h & 110^'C. 

. Dosage de lactoserum dans des charcuterles 

L' utilisation des immunserums de 1' invention 
pezmet de detecter le lactoserum presure de vache present 
dans des charcuterles type pate, apertlsees. 
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Sur la figure 5^ on rappoxrbe la courbe 
d'etalonnage pour la d6tection du lactosSriim pr&sure de 
vache dans des p^t&s apexizlsSs 80 mln a 110 *'C. La 
concen-tratilon en protelnes (pg/ml) est donnde en abscisses 
5 et: le pourcen-bage de mdlange en ordonn&es {(a) 
reprSsen-te la drolte de regression el: f^) les rSsultats 
exp&rlmen1:aux ) • 

10 g de pate de foie sont dilu6s dans 40 ml de PBS 
10 contenant 0,05 % de Tween 20, homog6n6is6s d I'aide d'un 
ultraturrax, puis malntenus sous agitation une nult h 25 ""C* 

L'extrait soluble est recuellll par centrlf ugatlon 
(20 mln ; 5000 g ; 10 ^C) puis d6llpld6 par extraction des 
15 gralsses au chloroforme. 

La phase aqueuse est rScup&rSe et les traces de 
chloroforme sont dvaporSes sous vide. L*extralt soluble 
alnsl dSgralssS est analyst dans les mSmes conditions que 
20 le lalt ou le fromage. 

Exemple 6 : Etude de la rSactivltd de 1 ' immtms&rum antl-asl 
casdine bovine 

25 Sur la figure 6, on a rapportS les rfesultats de 

1* etude de 1 ' iinmunoreact±vit4 de 1 ' immunserum ci-dessus 
avec 1) le peptide fabrique selon 1' exemple 1 ; 2) l^a 
caseine bovine ; 3 ) 1 ' a caselne ovine ; 4 ) 1 * a cas&ine 
caprine ; 5) la cas&ine totale ovine et 7) la cas&ine 

30 totale caprine* 

Pour chacun de ces composes indiquSs en abscisses, 
on rapporte en ordonndes, le pourcentage de reponses. 

35 On constate a I'examen de cette figure que 

1 ' immunoreactivite de cet immunserum est aussi bonne avec 
les protelnes natives qui contiennent le fragment 
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pep-tldlque (a casSlne ou mdlange de cas&lnes) qu*avec le 
pep-tide de synthase de l'lnvent:lon. 

De manlere avan-tageuse, on n* observe pas de 
reaction crolsee notable avec les fractions protelques 
homologues des autres esp&ces, ce qui met: en Evidence la 
monospecific! -te des an-tlcorps polyclonaux de I'inven-tion. 

L * inununserum anti-asi caseine de vache permet la 
dfe-tection de 1' addition de lait ou de casginates de vache a 
iin lait de brebis. 

L*immunserum anti-kappa casSine de vache pemet la 
detection de 1* addition de lait, de cas&lnates ou de 
lactosdrum de vache (obtenu par coagulation prSsure de lait 
de vache) & des lalts de brebls ou de ch^vre. Les antlcorps 
fabriquds sonl: spSciflques du fragment 139-152 de la kappa 
cas&ine sltu6 sur le cas&lnomacropeptlde bovln« Celul-ci, 
lors de la coagulation des cas&lnes par la prSsure, est 
excise au niveau de la liaison 106-107 de la kappa cas61ne 
et se trouve done soluble dans la phase sdrique. 

II f aut aussi noter que les marqueurs asi-caseine, 
kappa caseine ou caseinomacropeptlde choisis pour l*espece 
bovine sont thermostables ; leur antig&nicite n*est done 
pas affectee, quel que soit le traitement thermlque qu'a 
subl le prodult laltier aJout& ^ 1 * Schantlllon dont on veut 
contrdler la puretd. 

Par exemple, un lait ou un lactosSrum pr&sure de vache 
chauffe 60 min. a 100 C est reconnu de la meme fagon que 
s'il etait cru. 

autre part, sachant que les haptenes choisis 
contiennent au moins 5, de preference au moins 10 resldus 
d'acides amines, plusieurs epitopes continus doivent etre 
reconnus sur la proteine cible par les antlcorps 
polyclonaux produits. Une disparition totale de 
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1 * linniunor>Sactlvl-bS ne peul; done Stre envlsag6e que dans 
I'hypo-thSse d*une hydrolyse enzyma-blque totale, ce qui ne 
peut: se produlre, par exemple au cours de la phase 
d'afflnage des fromages, mSme si on s'adresse d des 
5 fromages t:r3s af finds. 

L'lnven1:lon foumlt: done les moyens de ddtecter 
avec une grande precision e1: une sp6clfici1:6 elev6e des 
fraudes sur des produits laltlers ou de prodults les 

10 renfermant, Irels que les produits allmentalres ou les 
prepara-tlons cosme1:lques • II est ainsl possible de mettre 
en Evidence des adultferatlons resultant: de 1' addition de 
protSlnes laltl&res d'une espSce dlffSrente de celle(s) 
devant &tre utlllsde(s) pour se conformer aux normes de 

15 fabrication. On peut Sgalement dStecter 1* utilisation par 
exemple d'hydrolysats de lactosSrum utllls&s dans ces 
prodults pour augmenter le volume, la capacity de retention 
d*eau ou comme succSdane a des protdlnes laltl&res plus 
coflteuses. 

20 
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REVENDICATIONS 

5 1/ Pep*tides^ caracterises en ce qu'ils soni: 

capables de formear des an*ticorps polyclonaux susceptribles 
de reconnaitre de manlere specif ique, en donnant: lieu a one 
reac-tion du type an-tigfene-an-ticorps^ une proteine laitiere 
d'une espece donnee, 

10 

2/ Peptides' selon la revendication 1, caract&rises 
en ce que leur sequence en acides amines est formSe par un 
fragment de la prot6ine laitifere reconnue par les anticorps 
polyclonaux • 

15 

3/ Peptides selon la revendication 2^ caracterises 
en ce qu'il s'agit d'un fragment de proteine bovine, 
notamment d'un fragment renfermant de 5 & 20 acides aminSs 
environ; 

20 

4/ Peptides selon la revendication 3^ caracterises 
en ce qu'il s'agit d'un fragment de la kappa caseine 
bovine . 

25 5/ Peptides selon la revendication 4, caracterises 

en ce qu'il s'agit d'un fragment correspondant & la 
sequence 139-152 de la kappa caseine bovine dont 
1 ' enchainement en acides amines est le suivant : 

30 139 152 

Val-Glu-Ser-Thr-Val-Ala-Thr-Leu-Glu-Asp-Ser-Pro-Glu-Val — 
RESINE 
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6/ Peptides selon la revendlca-tlon 3, caracterlsds 
en ce qu'll s'agil: d'un fragmeni; de I'osl casdlne bovine. 

5 7/ Pept:ldes selon la revendlcat:lon 6 , caractSrlsSs 

en ce gu'll s'aglt d*un fragmeni; correspondani: & la 
sequence 140-149 de I'asl casSlne bovine doni: 
1 * enchalnemenl: en acldes amines est le sulvant : 

10 140 149 

Gln-Glu-Leu-Ala-Tyr-Phe-Tyr-Pro-Glu-Leu — RESINB 

£f/ Peptides selon I'une guelcongue des 
revendlcatlons 1 & 7, caracterlses en ce que uin ou 
15 plusleurs acldes amines de leurs sequences sont dlffdrents, 
ou sxibstltu&s, ou deletSs, par rapport au fragment 
correspondent de la protSlne laltldre, ces alterations 
n'affectant pas reconnaissance specif Ique par les antlcorps 
telle que def ±nle dans la revendlcatlon 1 r 

20 

9/ Peptides selon I'une quelconque des 
revendlcatlons 1 k 8, caracterlses en ce qu'ils sont 
couples a un support, en particulier a une resine, telle 
gu'une resine acryligue. 

25 

10/ Immunserums contenant des antlcorps capables 
de reconnaitre specif iquement une proteine laitiere d*une 
espece donnee et antlcorps correspondants , tels qu*obtenus 
par immunisation d ' animaux avec un peptide selon 1 ' une 
30 quelconque des revendlcatlons 1 a 9. 

11/ Immunserums et antlcorps selon la 
revendlcatlon 10, caracterlses en ce qu*ils sont antl-asi 
cas&ine bovine ou ant i-cas6inomacropep tide bovin, 

35 

12/ Precede d'obtention des immunserums selon 
l*une des revendlcatlons 10 ou 11, caracterise en ce qu'on 
administre un complexe peptlde-support, notamment peptide- 
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rSslne, d. 1' animal, par vole In-tradermlque, S ralson 
d* environ 0,3 a 1 mg de peptide, en pulsion dans un 
adjuvant capable de stlmuler au maximum la rSponse 
Immunltalre, tel que 1' adjuvant complet ou Incomplet de 
Freund, gu'on renouvelle 1' Injection k Intervalles de 
temps, g&:ieralement de 15 Jours & 1 mols, puis qu*on 
ellmlne les hdmatles. 

13/ Methode de contrdle de produits renfermant des 
produits laitiers, caracterlsee en ce qu'elle comprend : 

- la mlse en contact de 1 ' echantillon provenant du produit 
a analyser avec une preparation d'lmmuns6rum ou antlcorps 
tels que d4finis dans I'une des revendicatlons 10 ou 1^^ 
dans des conditions approprlSes pour la production d*un 
complexe ant Igene- antlcorps, et 

- la d&tectlon de la liaison Immunologlque. 

14/ Kit pour la detection In vl-baro de la pr&sence 
de protSlnes laltldres d'une espece donnSe dans un 
Schantlllon de produit & analyser, caract&rlsS en ce qu'll 
comprend : 

~ une phase sollde approprl6e servant de support 
pour le dosage, telle qu'une plaque de micro- titration, 
avantageusement senslbillsee au prealable avec I'antlgene 
de I'lmmunserum fournl dans le kit, 

- une preparation d ' Immunserums ou d ' antlcorps 
selon 1' Invention comme deflnl cl-dessus llbres ou 
Immobilises , 

- une preparation d'un deuxleme antlcorps avec un 
groupe marqueur, 

- un systeme de detection sp&clflque du marqueur, 

- des solutions tampons appropriees pour les 
reactions Immunologlques et pour les reactions de 
detection. 

15/ Application des immunserums et antlcorps selon 
I'une des revendicatlons 10 ou 11 au contrdle de produits 
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renferman-t des pro-telnes lal1:l&res en vue de d6t:ect;er tune 
pro-tSlne laitlere d'une espSce donnSe. 

16/ Appllcat:lon selon la revendlcatlon 14 au 
5 con-krdle de produl-bs allmentalres -tela que les produl-bs 
laltlers ou dSrlvds de lalt, alnsl que la charcu-terle, la 
conflserle ou la pa-tlsserle. 

17/ Appllca-tlon selon la revendlca1:lon 14, au 
10 con1:rdle de prodults el: preparations cosme-klques • 
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